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 Streszczenie    
Cel pracy: Celem badań była walidacja oraz wstępna ocena przydatności testu do prenatalnego określania genu 
RHD pochodzenia płodowego w osoczu ciężarnej w rutynowej praktyce laboratoryjnej i klinicznej. Wprowadzenie 
do diagnostyki nieinwazyjnych badań prenatalnych ma na celu bardziej racjonalne i bezpieczne stosowanie immu-
noproﬁlaktyki.
Materiał i metody: Badanie genu RHD w osoczu ciężarnych wykonano techniką real-time PCR z zastosowaniem 
starterów i sond specyﬁcznych do sekwencji eksonów 7 i 10 genu RHD. Wyniki ujemne badania na obecność 
genu RHD weryﬁkowano dodatkowymi testami, które miały na celu potwierdzenie udanej izolacji i obecności DNA 
płodowego w próbce. W pierwszej kolejności wykonywano oznaczenie markera płci męskiej (genu SRY), które po-
twierdzało obecność płodowego DNA w przypadku płodów płci męskiej. Badanie wykonywano testem Quantiﬁler® 
Duo. Próbki z ujemnym wynikiem poddawano dalszej analizie poprzez oznaczanie polimorﬁzmów typu STR (ang. 
short tandem repeat) metodą mini SGM, różnicując DNA pochodzenia matczynego i płodowego. 
Wyniki: Dokładność diagnostyczna testu do oznaczania genu RHD w osoczu wynosiła 96,82%. Wartość diagno-
styczna oznaczania genu SRY była niższa i wynosiła 87,50%. Testem mini SGM udało się znaleźć marker różnicu-
jący w 77% przypadków.
Wnioski: Opracowany algorytm badania DNA płodowego metodami biologii molekularnej ma wysoką wartość 
diagnostyczną przy wykrywaniu genu RHD w osoczu i potwierdzaniu obecności DNA płodowego oraz umożliwia 
weryﬁkację wyników ujemnych, pod warunkiem zastosowania właściwych badań kontrolnych.
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 Abstract
Objectives: The aim of the study was analytical validation of prenatal noninvasive fetal RHD detection in maternal 
plasma and the preliminary assessment of its clinical utility. Introduction of this noninvasive test into routine diagnos-
tic use is important for more rational and safe immunoprophylaxis. 
Material and methods: RHD gene was detected using real-time PCR. Primers and probes complementary to 
sequence on exons 7 and 10 were chosen. Samples with RHD-negative results were examined with additional tests 
to conﬁrm the proper isolation of cell-free fetal DNA (cﬀDNA). For male fetuses, the presence of fetal DNA was con-
ﬁrmed by detection of the male genetic marker (SRY gene) using Quantiﬁler Duo® kit. In the case of SRY-negative 
result we used mini SGM test, which is based on the detection of short-tandem repeat polymorphism diﬀerences 
between maternal and fetal DNA. 
Results: Diagnostic accuracy of RHD test was 96.82%, while diagnostic value of SRY determination was lower 
(87.50%). Mini SGM test was able to conﬁrm the presence of fetal DNA in 77% of the cases. 
Conclusions: Eﬀectiveness of the proposed procedure of prenatal noninvasive RHD determination and cﬀDNA 
conﬁrmation is high, on condition proper control samples and suitable verifying tests are used.
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Oznaczanie genu RHD
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Real-Time PCR – Quantiﬁler® Duo
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Badanie polimorﬁzmów typu STR (test mini SGM)
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Agnieszka Sapa et al. Diagnostyczna przydatność detekcji genu RHD w osoczu ciężarnych w proﬁlaktyce konﬂiktu matczyno-płodowego...
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Tabela  I .  Zastosowane w badaniach startery (ang. primer) i sondy typu TaqMan®.
5’Primer3’ F (forward) 5’Primer3’ R (reverse) 5’Sonda TaqMan® 3’
RHD ekson 7 
[19, 20] CTCCATCATGGGCTACAA CCGGCTCCGACGGTATC
FAM-AGCAGCACAATGTAGATGATCTCTCCA 
-TAMRA
RHD ekson 10 
[19, 21] CCTCTCACTGTTGCCTGCATT AGTGCCTGCGCGAACATT
FAM-TACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGCTT 
-TAMRA
	
 GLO  
[19, 22, 23] GTGCACCTGACTCCTGAGGAG CCTTGATACCAACCTGCCCAG
FAM-AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGG 
-VIC
Figure  1 .  Opracowany algorytm oznaczania genu RHD w osoczu ciężarnej wraz z badaniami potwierdzającymi i propozycjami postępowania w przypadkach wątpliwych.
©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n e Nr 8/2014574
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  położnictwo
	
			
Agnieszka Sapa et al. Diagnostyczna przydatność detekcji genu RHD w osoczu ciężarnych w proﬁlaktyce konﬂiktu matczyno-płodowego...
		)G((('
9	EHL<8/
Dyskusja
   ) (0  '
0(   G 0*
0 (
	     '
   0 / 0  
0/00099
 ( 0 -+'0  
: 

:*:.0((
9000
	
'
=6L<H<K>/
$0)('
@+%00(0
0/FF+%
(0(00*F09	'
((+%:f	^+%'
(/009('
 	     /   
0+%\?+%C009)0
=6I6E<H<L'7H>/
+RHD'
   65  K   O  /  O(
 /     :  #`*
/=6E'<7>/$	:0'
 0 
  	)G (*
**EHL<8/?0*

:*	)G"EE;
6558&	0+%!'
9*9
@"K:(&
=6E<7>/BF	
'
	*
	-=E75>/

*

	00=6L<K7L>	*
(00*	(
+%
=I6>/P([R-+"[
F-(F+(&		)G'
(   0 G  
: 
(9
:'
=7EI<>/U00(
RHD  (0*  
  0
 TF'#  / 
  	)G
(*	*	
'
9)
)GEH;80'
	:	E6L8=I7>/
P(0*('
)G	(+%009
 ( 0 0* 	 9'
	 00/BFF+%O
/ 	:9

     9: 9'
(  	/ C   .* '
09 * +h[6I  ( TSPY ( 
h:
:0*.'
09000)6EL
=67>/00'
)+%9(:([-h"(/sex-determining 
region Y& 
  0  
  '
h 0	R+b "0* 0*
(/testis determining factor&=6L6E<K'7<7I>/00
)9('
 	(  0  \.® +
\."COFR'
(&/	(
:
   +%  :  9:
 9(  ) 6555'(  +%
:@(/B(SRY0	
0 * )G (* :  :
 
 F	 0/ 	)G  	
KHIK8   *   	 )G (
	LK;58/?0*	0
)(SRY+%	(
'
9(0F	0=<H7I>/%
	9
:
(G9:+%
9(  
   :( 	9 0 '
:(
	)
HHK58/
00(9:+%
0*:
0((0/$0*(SRY0(
Tabela  I I .  Weryﬁkacja wyników uzyskanych dla genu RHD (a)  
i SRY (b) po urodzeniu dziecka. 
a.
RhD po porodzie 	
			RHD)

 33

 31
 2
 30
 30

 0
b.

dziecka Liczba
® Duo 
– SRY dodatni
® Duo 
– SRY ujemny
 17 13 4
!" 15 0 15
# 32 13 19
Tabela  I I I .  Parametry opisujące wartość diagnostyczną testu w kierunku 
obecności genu RHD i SRY w osoczu ciężarnych.
RHD SRY
Parametr 	
$
%&
' 93,94 76,47
(

%&
' 100 100
#
%&)'

 100 100
#
%&)'
 93,75 78,95


%&
' 96,82 87,50
©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n eNr 8/2014 575
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  położnictwo
	
				 	
Agnieszka Sapa et al. Diagnostyczna przydatność detekcji genu RHD w osoczu ciężarnych w proﬁlaktyce konﬂiktu matczyno-płodowego...
)   9: 	( +% 
P/=II>
	*0
((:
	'
)<H6I58/$0	)('
00009)

0
(RHD	9G'
)GFF+%0SRY	
./
 
  
  ) (
 RHD 
i SRY	0'
.
  (  :   [T/
R	(0(*'
)G+%(	'
()
(
0+%	'
0(

=<I<;I;>/$ 
	::0'
)   . (  (
+%(*	'
(/	.

+%0/C0

*G :) *   0/
P  )  [T  	 	 9 '
	:9	9
.G<F	0\'
.®+/[)


'
  
:0*(  :(   

 
  	 9 -+'0 

-+'	/
$	0* 
@'
C/=76>
0**)G
(*		*(b[R-
[T$"EE8&:00*)G	

/%:0G:	(
9	*0*.0("	*66
&

*	:
( 	 ((/ +  @
 
: b[R- h'. 
  '
 	*   	 90 "6Kh'STR loci& 	
  6558 	)  ) (0 =77>/
+%@
	
:'	(:0G
09
)
	

 0* =6L <6 <K 7< IH IK>/)G('
  
  ) 	(
+%

: 00 /H5
6558
.

[%$?+$0'
tora genu RASSF1A =6L<H7<7I7HIK>/*(
0    :(  	 
(
(	G)
(RHD/

*
-+''
	90('
	
/+	'

0:	
*(9:00**
0 ) +%  
 	 0(  0
	)9('
	/(
	'
)9(0*G
00+%):('
/
 	 
   
  '
 
 
:0*  @  	
*) *  )*  
  (
9: +%/    	 9 -+'0
/R
(9G
.   (0 9)   [T
"&(
0;	'

*		00 /)G('
(9(0
/
(909

*	'
6/	*)G'
(RHD9:/P'
(   : .09 

0:0	)(0'
**)G-+'0/+'
0+%	(
//9[T
)G(*/
C  0* FF+%  9
((00	'
/(*:*9'
:	(+%//*:
00@*:
"0		'(&
=IL';6>/[(
09:)G'
@FF+%	*00
   ( 0 
 ('
/R0*)*(*

( 0  (  // 	 +
 	Q  '
 0( " #( 0
.9).&=;<';E>/B'
(  0 @   
    ( 00 
9   ( RHD  0 -+'0
0	)G9:
0)/
Wnioski
6/ B	((RHD 
*	)G(* :'

'
90"GLO&/
</ B(*'
)G (*  : .09 

0(RHD/
Oświadczenie autorów
1. Agnieszka Sapa – autor koncepcji i założeń pracy, opracowanie metod 
badawczych, wykonanie badań laboratoryjnych, analiza i interpretacja 
wyników, przygotowanie manuskryptu i piśmiennictwa – autor zgłaszający i 
odpowiedzialny za manuskrypt.
©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n e Nr 8/2014576
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  położnictwo
	
				
Agnieszka Sapa et al. Diagnostyczna przydatność detekcji genu RHD w osoczu ciężarnych w proﬁlaktyce konﬂiktu matczyno-płodowego...
2. Anna Jonkisz – wykonanie badań laboratoryjnych, analiza wyników, 
opracowanie wyników badań, współautor tekstu pracy.
3. Mariusz Zimmer – zebranie materiału, współautor protokołu, korekta 
i  aktualizacja literatury, korekta manuskryptu, przechowywanie 
dokumentacji.
4. Artur Kłósek – zebranie materiału, współautor założeń pracy, analiza 
i interpretacja wyników, korekta manuskryptu.
5. Mieczysław Woźniak – uzyskanie funduszy na realizację badań 
laboratoryjnych, współautor koncepcji i  założeń badań, ostateczna 
weryﬁkacja i akceptacja manuskryptu.
Źródło ﬁnansowania: projekt ﬁnansowany z grantu KBN nr: N N407 050936.
Konﬂikt interesów: Autorzy nie zgłaszają konﬂiktu interesów oraz nie otrzymali 
żadnego wynagrodzenia związanego z powstawaniem pracy. 
Piśmiennictwo 
  1. Liumbruno GM, D’Alessandro A, Rea F, [et al.]. The role of antenatal immunoprophylaxis in the 
prevention of maternal-foetal anti-Rh(D) alloimmunisation. Blood Transfus. 2010, 8, 8-16.
  2. Koelewijn JM, de Haas M, Vrijkotte TGM, [et al.]. Risk factors for RhD immunisation despite 
antenatal and postnatal anti-D prophylaxis. BJOG. 2009, 116, 1307-1314.
  3. Avent ND, Reid ME: The Rh blood group system: a review. Blood. 2000, 95, 375-387.
  4. Michalewska B, Seyfried H, Kuśnierz-Alejska G, Łętowska M. Immunologia transfuzjologiczna 
krwinek czerwonych. Obowiązujący zakres badań wykonywanych u krwiodawców, chorych i 
kobiet ciężarnych. J Transfus Med. 2009, 2, 175-242.
  5. Brinc D, Lazarus AH. Mechanism of anti-D action in the prevention of hemolytic disease of the 
fetus and newborn. Hematol Am Soc Hematol Educ Program. 2009, 185-191.
  6. Brinc D, Denomme GA, Lazarus AH. Mechanism of anti-D action in the prevention of hemolytic 
disease of the fetus and newborn: what can we learn from rodent models? Curr Opin Hematol. 
2009, 16, 488-496.
  7. Flegel WA: Molecular genetics and clinical applications for RH. Transfus Apher Sci. 2011, 44, 
81-91.
  8. Seyfried H: Immunoproﬁlaktyka konﬂiktu RhD. W: Immunologia krwinek czerwonych. 
Niedokrwistości immunohemolityczne. Wyd. I. Red. Fabijańska-Mitek J. Warszawa: Oinpharma, 
2008, 106-118.
  9. Finning K, Martin P, Summers J, [et al.]. Eﬀect of high throughput RHD typing of fetal DNA 
in maternal plasma on use of anti-RhD immunoglobulin in RhD negative pregnant women: 
prospective feasibility study. BMJ. 2008, 336, 816-818.
10. Pilgrim H, Lloyd-Jones M, Rees A. Routine antenatal anti-D prophylaxis for RhD-negative 
women: a systematic review and economic evaluation. Health Technol Assess. 2009, 13 (10).
11. Daniels G, Finning K, Martin P, Summers J. Fetal RhD genotyping: a more eﬃcient use of anti-D 
immunoglobulin. Transfus Clin Biol. 2007, 14, 568-571.
12. Illanes S, Soothil P. Management of red cell alloimmunisation in pregnancy: the non-invasive 
monitoring of the disease. Prenat Diagn. 2010, 30, 668-673.
13. Lo Y, Corbetta N, Chamberlain P, [et al.]. Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum. 
Lancet. 1997, 350, 485-487.
14. Legler TJ, Liu Z, Mavrou A, [et al.]. Workshop report on the extraction of foetal DNA from 
maternal plasma. Prenat Diagn. 2007, 27, 824-829.
15. Chitty LS, van der Schoot CE, Hahn S, Avent ND. SAFE–the Special non-invasive Advances in 
Fetal and neonatal Evaluation network: aims and achievements. Prenat Diagn. 2008, 28, 83-88.
16. Lomas-Francis C, Reid ME. A summary of ISBT/ICSH international workshops and proﬁciency 
tests for molecular blood group genotyping. Transfusion. 2007, 47, 95-97.
17. Macher HC, Noguerol P, Medrano-Campillo P, [et al.]. Standardization non-invasive fetal RHD 
and SRY determination into clinical routine using a new multiplex RT-PCR assay for fetal cell-free 
DNA in pregnant women plasma: Results in clinical beneﬁts and cost saving. Clin Chim Acta. 
2012, 413, 490–494.
18. Brojer E, Żupańska B, Guz K, [et al.]. Noninvasive determination of fetal RHD status by 
examination of cell-free DNA in maternal plasma. Transfusion. 2005, 45, 1473-1480.
19. Hromadnikova I, Vechetova L, Vesela K, [et al.]. Non-invasive fetal RHD and RHCE genotyping 
using real-time PCR testing of maternal plasma in RhD-negative pregnancies. J Histochem 
Cytochem. 2005, 53, 301-305.
20. Legler TJ, Lynen R, Maas JH, [et al.]. Prediction of fetal RhD and Rh CcEe phenotype from 
maternal plasma with real-time polymerase chain-reaction. Transfus Apher Sci. 2002, 27, 217-
223.
21. Lo YMD, Hjelm NM, Fidler C, [et al.]. Prenatal diagnosis of fetal RhD status by molecular analysis 
of maternal plasma. N Engl J Med. 1998, 339, 1734-1738.
22. Lo YMD, Tein MSC, Lau TK, [et al.]. Quantitative analysis of fetal DNA in maternal plasma and 
serum: implications for noninvasive prenatal diagnosis. Am J Hum Genet. 1998, 62, 768-775.
23. Hromadnikova I, Houbova B, Hridelova D, [et al.]. Replicate real-time PCR testing of DNA in 
maternal plasma increases the sensitivity of non-invasive fetal sex determination. Prenat Diagn. 
2003, 23, 235-238.
24. Żołędziewska M. Badanie polimorﬁzmu mikrosatelitarnego w próbkach częściowo 
zdegradowanego DNA z użyciem własnej metody reakcji multipleksowej PCR. Rozprawa 
doktorska, Akademia Medyczna we Wrocławiu, 2003.
25. Jonkisz A. Test mini STR dla śladów biologicznych. W: Bio-Forum VII: Środkowoeuropejskie 
Targi Biotechnologii i Biobiznesu. Łódź, 2008, 145.
26. Scheﬀer PG, van der Schoot CE, Page-Christiaens GCML, [et al.]. Reliability of fetal sex 
determining using maternal plasma. Obstet Gynecol. 2010, 115, 117-126.
27. Minon J-M, Gerard C, Senterre J-M, [et al.]. Routine fetal RHD genotyping with maternal 
plasma: a four-year experience in Belgium. Transfusion. 2008, 48, 373-381.
28. Chiu RWK, Poon LLM, Lau TK, [et al.]. Eﬀects of blood-processing protocols on fetal and total 
DNA quantiﬁcation in maternal plasma. Clin Chem. 2001, 47, 1607-1613.
29. Finning KM, Martin PG, Soothill PW, Avent ND. Prediction of fetal D status from maternal 
plasma: introduction of a new noninvasive fetal RHD genotyping service. Transfusion. 2002, 42, 
1079-1085.
30. Randen I, Hauge R, Kjeldsen-Kragh J, Fagerhol MK: Prenatal genotyping of RHD and SRY 
using maternal blood. Vox Sang. 2003, 85, 300-306.
31. Birch L, English CA, O’Donoghue K, [et al.]. Accurate and robust quantiﬁcation of circulating 
fetal and total DNA in maternal plasma from 5 to 41 weeks of gestation. Clin Chem. 2005, 51, 
312-320.
32. Zhou L, Thorson JA, Nugent C, [et al.]. Noninvasive prenatal RHD genotyping by real-time 
polymerase chain reaction using plasma from D-negative pregnant women. Am J Obstet 
Gynecol. 2005, 193, 1966-1971.
33. Kimura M, Sato C, Hara M, [et al.]. Noninvasive fetal RHD genotyping by maternal plasma with 
capillary electrophoresis. Transfusion. 2008, 48, 1156-1163.
34. Chan KCA, Ding C, Gerovassili A, [et al.]. Hypermethylated RASSF1A in maternal plasma: a 
universal fetal DNA marker that improves the reliability of noninvasive prenatal diagnosis. Clin 
Chem. 2006, 52, 2211-2218.
35. Pirelli KJ, Pietz BC, Johnson ST, [et al.]. Molecular determination of RHD zygosity: predicting 
risk of hemolytic disease of the fetus and newborn related to anti-D. Prenat Diagn. 2010, 30, 
1207-1212.
36. Li Y, Kazzaz JA, Kellner LH, Brown SA. Incorporation of fetal DNA detection assay in a 
noninvasive RhD diagnostic test. Prenat Diagn. 2010, 30, 1010-1012.
37. Finning K, Martin P, Summers J, [et al.]. Eﬀect of high throughput RHD typing of fetal DNA 
in maternal plasma on use of anti-RhD immunoglobulin in RhD negative pregnant women: 
prospective feasibility study. BMJ. 2008, 336, 816-818.
38. Clausen FB, Krog GR, Rieneck K, [et al.]. Evaluation of two real-time multiplex PCR screening 
assays detecting fetal RHD in plasma from RhD negative women to ascertain the requirement 
for antenatal RhD prophylaxis. Fetal Diagn Ther. 2011, 29, 155-163.
39. Bossuyt PM, Reitsma JB, Bruns DE, [et al.]. The STARD statement for reporting studies of 
diagnostic accuracy: explanation and elaboration. Clin Chem. 2003, 49, 7-18.
40. Randen I, Hauge R, Kjeldsen-Kragh J, Fagerhol MK. Prenatal genotyping of RHD and SRY 
using maternal blood. Vox Sang. 2003, 85, 300-306.
41. Gautier E, Benachi A, Giovangrandi Y, [et al.]. Fetal RhD-genotyping by maternal serum analysis: 
a two year experience. Am J Obstet Gynecol. 2005, 192, 666-669.
42. Freeman K, Szczepura A, Osipenko L. Non-invasive fetal RHD genotyping tests: a systematic 
review of the quality of reporting of diagnostic accuracy in published studies. Eur J Obstet 
Gynecol Reprod Biol. 2009, 142, 91-98.
43. Geifman-Holtzman O, Grotegut CA, Gaughan JP. Diagnostic accuracy of noninvasive fetal Rh 
genotyping from maternal blood – a meta-analysis. Am J Obstet Gynecol. 2006, 195, 1163-
1173.
44. Zimmermann BG, Holzgreve W, Avent N, Hahn S. Optimized real-time quantitative PCR 
measurement of male fetal DNA in maternal plasma. Ann N Y Acad Sci. 2006, 1075, 347-349.
45. Butler JM, Shen Y, McCord BR. The development of reduced size STR amplicons as tools for 
analysis of degraded DNA. J Forensic Sci. 2003, 48, 1054-1064.
46. Grootkerk-Tax MGHM, Soussan AA, de Haas M, [et al.]. Evaluation of prenatal RHD typing 
strategies on cell-free fetal DNA from maternal plasma. Transfusion. 2006, 46, 2142-2148.
47. Dhallan R, Guo X, Emche S, [et al.]. A non-invasive test for prenatal diagnosis based on fetal 
DNA present in maternal blood: a preliminary study. Lancet. 2007, 369, 474-481.
48. Levine RJ, Qian C, LeShane ES, [et al.]. Two-stage elevation of cell-free fetal DNA in maternal 
sera before onset of preeclampsia. Am J Obstet Gynecol. 2004, 190, 707-713.
49. Lázár L, Nagy B, Bán Z, [et al.]. Presence of cell-free fetal DNA in plasma of women with ectopic 
pregnancies. Clin Chem. 2006, 52, 1599-1601.
50. Wataganara T, LeShane ES, Chen AY, [et al.]. Circulating cell-free fetal nucleic acid analysis 
may be a novel marker of fetomaternal hemorrhage after elective ﬁrst-trimester termination of 
pregnancy. Ann N Y Acad Sci. 2004, 1022, 129-134.
51. Wataganara T, Chen AY, LeShane ES, [et al.]. Changes of cell-free fetal DNA in maternal plasma 
after elective termination of pregnancy. Clin Chem. 2005, 51, 217-219.
52. Chiu RWK, Cantor CR, Lo YMD. Non-invasive prenatal diagnosis by single molecule counting 
technologies. Trends Genet. 2009, 25, 324-331.
53. Lo YMD. Fetal nucleic acids in maternal plasma. Toward the developement of noninvasive 
prenatal diagnosis of fetal chromosomal aneuploidies. Ann N Y Acad Sci. 2008, 1137, 140-143.
54. Van Lith JMM, Benacerraf BR, Yagel S. Current controversies in prenatal diagnosis 2: Down 
syndrome screening: is ultrasound better than cell-free nucleic acids in maternal blood? Prenat 
Diagn. 2011, 31, 231-234.
55. Tsui DWY, Lam YMD, Lee WS, [et al.]. Systematic identiﬁcation of placental epigenetic 
signatures for the noninvasive prenatal detection of Edwards syndrome. PLoS One. 2010, 5 
(11), e15069.
56. Wright CF, Burton H. The use of cell-free fetal nucleic acids in maternal blood for non-invasive 
prenatal diagnosis. Hum Reprod Update. 2009, 15, 139-151.
57. Avent ND, Madgett TE, Maddocks DG, Soothill PW. Cell-free fetal DNA in the maternal serum 
and plasma: current and evolving applications. Curr Opin Obstet Gynecol. 2009, 21, 175-179.
58. Tsui NBY, Kadir RA, Chan KCA, [et al.]. Noninvasive prenatal diagnosis of hemophilia by 
microﬂuidics digital analysis of maternal plasma DNA. Blood. 2011, 117, 3684-3691.
59. Gorzelnik K, Bijok J, Zimowski JG, [et al.]. Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna trisomii 21,18 i 
13 z wykorzystaniem wolnego pozakomórkowego DNA płodu. Ginekol Pol. 2013, 84, 714-719.
